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 生命機能は、タンパク質や核酸などの生体分子によって担われており、生体分
子の機能や生体分子間相互作用のネットワーク解析は、生命科学研究の中心的課
題となっている。ところで生体分子は単一分子で機能を発揮するとは限らず、オ
ルガネラなどの超分子複合体を構成して初めて本来の機能を発揮する場合も多い。
そのため、超分子複合体を単離・精製し、構成成分を分析する技術が求められて
いる。従来は、遠心分画法や免疫沈降法など、超分子複合体の大きさや形状など
の物理的特徴を利用した精製が行われてきた。しかし、さまざまな特徴をもつ超
分子複合体を単離・精製するためには、物理的性質だけに頼らない、汎用性に富
み高感度・高精度の分離精製技術の開発が望まれている。そこで、ナノメートル
サイズの超分子複合体を 1 粒子ずつ分離するための有力なツールとして、マイク
ロ流路を用いたソーターシステムがあげられる。本論文は、加熱により可逆的に
ゲル化する温度感受性ハイドロゲルを利用し、マイクロ流路中において赤外レー
ザーの局所加熱により流れを制御する技術の開発と、その技術を用いた蛍光性ナ
ノ粒子の分離システムの開発についてまとめたものである。本論文は全６章から
構成されている。以下各章ごとにその概要を述べる。  
第１章では、蛍光を指標として生体分子や超分子複合体を分離する意義、マイ
クロシステムによる分離技術の現状と、本論文の概要が述べられている。  
第２章では、本研究開発の要素技術である温度感受性ハイドロゲルを用いた流
体制御法がまとめられている。さらに、この原理に基づいたマイクロソーターの
プロトタイプ装置の開発がまとめられている。本システムでは、マイクロ流路内
における蛍光検出と赤外レーザー加熱による流体制御を蛍光顕微鏡下で行った。
使用した温度感受性ハイドロゲル（Mebiol  Gel）は、室温では液状であるが高温
では弾性力の高いゲルとなる性質を有している。このゾル・ゲル転移はヒステリ
シスもなく可逆的である。水の極大吸収波長付近である 1,480 nm の赤外レーザ
ーをこのハイドロゲルに集光することにより局所的な温度上昇を起こし、数十 µm
の局所領域のみをゲル化することに成功した。プロトタイプ装置ではガラス基板
上に加工した微小流路を使用した。流路の大きさは幅 30 µm、深さ 5 µm であり、
ひとつの入り口と二つの出口を持つ Y 字型の形状である。この流路にハイドロゲ
ルを添加した試料溶液を流し、 Y 字の分岐部において、片方の流路を赤外レーザ
ーで局所加熱してゲルの流れを塞き止め、試料溶液を加熱されていない流路に流
し込むことに成功した。蛍光粒子を検出するため、分岐部の上流において蛍光シ
グナルを光電子増倍管で測定し、予め設定した閾値と比較することにより検知し
た。蛍光粒子の検出の有無に従い赤外レーザーの照射位置を切り替えることによ
り蛍光粒子の分離を実現した。実際に、直径 1 µm 以下の蛍光マイクロビーズを
検出・分離することによりシステムの評価を行った。ビーズの速さを測定するこ
とによりゾル・ゲル転移に伴う流れの切り替え時間を計測した結果 3～ 4 ms だっ
た。また、検出・分離の１サイクルにかかる時間は 100～ 150 ms だった。次に、
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蛍光タンパク質である Green Fluorescent Protein(GFP)または DsRed を強制発
現させた大腸菌の混合溶液から GFP を発現している大腸菌を分離することに成
功した。さらに、哺乳類細胞のような数十 µｍのサイズの細胞を流すことのでき
る深い流路を作製するプロセスも確立し、直径 7～ 10 µm のヒトリンパ球細胞の
分離・回収にも成功した。  
第３章では、プロトタイプ装置を改良し、制御がより容易なセルソーティング
システムの開発を行った。プロトタイプ装置では赤外レーザーを用いて水を直接
加熱するため加熱効率が悪かった。また、赤外レーザーの集光位置のずれがゲル
化に大きく影響するため、分離作業中に集光位置の微調整を頻繁に行う必要があ
るなど安定性に欠けていた。この問題を解決するため、流路中に光を吸収する金
属薄膜を作製し、加熱効率を向上させるとともに光学調整を容易にした。金属薄
膜は 1,480 nm、1,064 nm、808 nm などの波長の赤外レーザーでも加熱すること
ができ、波長の選択に幅が広がった。また、金属薄膜の加熱に必要なレーザー照
射強度を金属薄膜がない場合の約 20 分の１にすることができた。次に、流路の
形状についても再検討を行った。マイクロ流路中の流速分布をマイクロ流体シミ
ュレーターによって計算した結果、 T 字型が最も流れの切り替えに適していたた
め、 T 字型流路を作製した。このマイクロ流路を用いて直径 1 µm 以下の蛍光ビ
ーズを検出してから 33 ms 以内に分離することに成功した。さらに、試料溶液と
キャリア溶液をほぼ同量流して層流を形成し、分離作業の前後で不要な細胞が回
収路に混入しないようにシステムを改良した。これにより、GFP を発現している
大腸菌の分離前後での含有率を 0.13 から 0.75 に高めることができた。このシス
テムは、従来よりも光学的に安定しているため、任意の数の細胞を分離する間中、
少なくとも 6 時間は微調整することなく分離することができた。  
第４章では、実用的な生体分子ソーターを実現するため、マイクロチップの生
産性の向上を目指し、分離システムの再構築を行った。従来のガラスチップは加
工プロセスが煩雑であり生産性に乏しい欠点があったため、塑造できる Poly 
dimethyl  s i loxane（ PDMS）チップを用いた。しかし、この素材は連続的な加熱
に弱いという欠点があるため、シースフローによって試料溶液を加熱しない場合
は廃棄し、検出した試料を瞬間的な加熱によって回収側の流路に分離する手法を
確立した。直径 1 µm 以下の蛍光ビーズを試料として分離を行ったところ、検出
分離の 1 サイクルにかかる時間を約 5 ms まで高速化することに成功した。  
第５章では、第４章で構築したシースフローを用いた分離法をもとに、システ
ムの安定性、操作の容易さ、検出の高感度化を実現するための改良について述べ
られている。また、最適化したマイクロ流路を用いて、ナノメートルサイズの生
体分子を模した量子ドットの検出・分離の実施例が示されている。まず、マイク
ロ流路において高い圧力で送液を行うために、送液チューブとチップとの接続部
の高耐圧化を行った。また、マイクロ流路の分離部以外の流路を大きくすること
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により、流路抵抗を削減し、従来よりも一桁低い圧力での送液を実現した。次に、
分岐後のマイクロ流路の形状を非対称とすることにより、シースフローによる試
料溶液の廃棄流路への導入をより簡便なものとした。このために、シースフロー
を形成するキャリア溶液流と試料溶液流の流量比をマイクロ流路の形状によって
最適化した。これにより、従来３つの独立したポンプを必要としていた送液が、
１つのポンプだけで可能となった。また、シースフローによる試料溶液の３方向
からの囲い込みを実現し、試料溶液の流れる範囲を幅 6 µm 以内、高さ 3 µm 以内
に絞り込んだ。これにより、高開口数の対物レンズを用いて試料からの蛍光を効
率よく検出器に導くことが可能になり高感度な検出が実現した。さらに検出範囲
を最小化することによって、試料溶液を流れる量子ドット１粒子の蛍光バースト
シグナルを明瞭に検出することができた。直径 1 µm の蛍光ビーズを使用して検
出位置と分離のための加熱時間の最適化を行った。流量 50 nL/min において検出
位置を分岐上流 40 µm、加熱時間を 4 ms に設定することにより、検出した蛍光
ビーズの 94%以上を分離・回収することに成功した。量子ドットにおいても同様
の分離が可能だった。さらに、生体分子の構成成分を解析する際に、メビオール
ゲルがどのように影響するかを、 PCR や電気泳動を行い評価した。  
第 6 章では、本論文のまとめと今後の展望が述べられている。  
以上のように、申請者は温度感受性ハイドロゲルのゾル・ゲル転移を利用した
流体制御法を考案し、これを微細加工技術で作製したマイクロ流体に応用するこ
とにより、細胞や量子ドットを高感度で分離・回収することができるマイクロソ
ーターシステムを構築した。このシステムの特徴は、障害の少ない状態で細胞を
分離・回収できる点、ナノメートルサイズの粒子を分離・回収できるといった点
である。こうして申請者は、世界に先駆けて新しい方式のマイクロソーターの開
発に取り組み、その実現に向けてマイクロ流体の操作手法に関する数多くのノウ
ハウを蓄積することができた。要するに、申請者が開発した新方式のマイクロソ
ーターは、超分子複合体や生体分子を分離・回収するための重要な要素技術を確
立したものであり、分析化学や生命科学の発展に寄与するところが大きい。よっ
て、本論文は博士（理学）の学位論文として価値あるものと認める。  
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